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Abstract 


Diagnostic agent for the detection of component materials, in liquids and 
method of production. The diagnostic agent includes a water resistant film 
composed of a film-former and contains a film opener in the form of fine, 
insoluble inorganic or organic particles. 
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Diagnostisches Mittel zum Nachweis von Bestandteilen von Flussigkeiten 


Die Erfindung bezieht sich auf ein diagnostisches Mittel der im Oberbegriff des Anspruchs 1 
genannten Art. Der Nachweis der Inhaltsstoffe von Flussigkeiten mittels Teststreifen gewinnt eine irnmer 
groBere Bedeutung. Sie liefern in vielen Fallen einfache, preiswerte und schnelle Nachweisverfahren. 
Weitverbreitet sind Teststreifen in der Harndiagnostik als qualitative und semiquantitative Nach- 
5 weisverfahren. Spezielle Teststreifen konnen auch zum Nachweis von inhaltsstoffen von Blut und Serum 
in der arztlichen Diagnose eingesetzt werden. Daruber hinaus werden Teststreifen auch zur Unter- 
suchung von Getranken, Trinkwasser, Abwasser und anderen in der Industrie anfallenden Flussigkeiten 
vielfach genutzt. , ; 

Eine Schwierigkeit fur die quantitative Auswertung der Nachweis-Methoden insbesondere fur 

10 hochmolekulare und korpuskulare Bestandteiie von Flussigkeiten auf Teststreifen-Basis bestand bisher 
darin t daB fast ausschlieBlich Papier als saugender Trager eingesetzt wurde. Beispielsweise sei die 
Bestimmungsmethode vom Hamoglobin nach Tallqvist im Blut angefuhrt. Die Homogenitat im Bezug auf 
Schichtdicke, Struktur und Zusammensetzung, wie sie fur quantitative Teste erforderlich ist, ist bei 
Papieren nur schwer zu erreichen. Bei Verwendung von Papieren fur quantitative Teste erweist es sich 

15 weiter als nachteilig, daB haufig eine exakte Dosierung des Probenmaterials notwendig ist. 

Einen groBen Fortschritt fur die quantitative Bestimmung niedermolekularer Stoffe erbrachte die 
Verwendung von Filmen gemaB DE-C-1 598 153. Diese Filme konnen in ihren Eigenschaften den 
jeweiligen Analysenverfahren angepaBt werden. Sie verlangen keine prazise Dosierung des Unter- 
suchungsguts und reagieren gleichermaBen mit Harn, Plasma, Serum Oder Vollblut. Nach einer kurzen 

20 Einwirkzeit wird das uberschiissige Probenmaterial einfach abgewischt. Auf Grund der geringen 
PorengroBe dieser Filme ermoglichen sie eine Abtrennung der dispergierten oder suspendierten 
Bestandteiie der zu untersuchenden Losung, bspw. der Erythrozyten des Blutes, von den niedermolekula- 
ren, gelosten Inhaltsstoffen. 

Diese Filme konnen, auBer den fur die Nachweisreaktion erforderlichen Reagenzien, auch ubliche 

25 Fullstoffe und Hilfsstoffe wie Kreide, Titandioxid etc. oder Pigmente zur Erhohung der Remission 
enthalten. Die in den verschiedenen Ausfuhrungsbeispielen angegebenen Mengen dieser Stoffe reichen 
aber nicht aus, urn die Durchlassigkeit der Filmoberflache zu verandern. Diese Filme konnen aber nicht 
eingesetzt werden, wenn cellulare Bestandteiie oder groBe Molekule mit Molgewichten uber 50.000, z.B. 
Enzyme* bestimmt werden sollen. Derartige Substanzen dringen nicht oder nicht ausreichend in den Film 

30 ein, um eine meBbare Reaktion zu bewirken. Aus diesem Grunde lassen sich mit diesem Filmprinzip z.B. 
keine brauchbaren Teste fur den Nachweis von Hamoglobin, Cholesterin in Lipoproteinen oder Enzymen 
herstellen. 

In der GB-A-13 16 671 sind porose Blatter oder Filme beschrieben, die dadurch erhalten werden, daB 
man einer Losung des Kunststoffs 50 % eines Fullstoffs und entweder eine groBere Menge eines 

35 Ldsungsmittels zusetzt, so daB beim Verdampfen desselben Hohlraume entstehen, oder die erhaltene 
Folie mechanisch verstreckt, so daB sie entlang der Fullstoff/Kunststoffgrenzen aufreiBt und ebenfalts 
Hohlraume gebildet werden. Die erhaltenen Folien sollen als Papier oder Lederersatz verwendet werden 
und eine moglichst groBe Luftdurchlassigkeit aufweisen. 

In der DE-A-26 03 004 sind streifenformige Diagnoseeinrichtungen beschrieben, die entweder aus 

40 Filterpapier oder aus einem mikropordsen, Kapillaritat aufweisenden Kunststoffblatt aus Polyvinylchlorid, 
das mit 50 % Siliziumdioxid versetzt ist, bestehen. Die inneren Oberflachen dieser Trager sind mit einem 
Reagenz belegt, welches imstande ist, das Substrat zu immobilisieren. Fur den Test wurde das Substrat 
durch den Streifen chromatographiert und die Kapillarwanderungsstrecke mit einer Indikatorlosung 
sichtbar gemacht. Da die Reagenzien nicht in den Trager eingebettet sind, sondern nur auf die 

45 Oberflache aufgebracht sind, mussen sie durch eine kovalente chemische Bindung fixiert werden, was 
die Anwendbarkeit der Methoden auf wenige spezielle Falle einschrankt. 

Es wurde nun vollig uberraschend gefunden, daB saugende, « offene » Filme erhalten werden, wenn 
in die wassrige Dispersion von filmbildenden organischen Kunststoffen, aus der der unlosliche Film 
hergestellt wird, Feststoffe in Form feiner, unloslicher, organischer oder anorganischer Partikel mit einer 

50 GroBe von 0,2-20 p.m gegeben werden. Filmbiidende Substanz und zugesetzter Fullstoff mussen in der 
zu untersuchenden Fliissigkeit, ublicherweise einer wassrigen Losung, unloslich sein. Da der Fullstoff 
selbst nicht « reagiert», ist seine Zusammensetzung unkritisch. Verwendet werden kann beispielsweise 
Cellulose, Kieselgur, Kieselgel, gefallter Gips r Calciumcarbonat, Kaolin, Polyamid, Glas u.a. Das 
Gewichtsverhaltnis der Menge dieser Stoffe, im folgenden « Fullstoffe » genannt, zur Menge des 

55 filmbildenken Kunststoffs soli 20 : 1 bis 2 : 1 bevorzugt 5:1 bis 2 : 1 betragen. Das Mengenverhaltnis 
hangt von dem vorgesehenen Verwendungszweck ab. Mit steigenden Meng n Fullstoff und steigender 
spezifischer Oberflache des verwendeten Materials wird der Film saugfahiger. 

Uberschreitet der Anteil an Fullstoff eine bestimmt Grenze, so wird der Film mechanisch instabil. 
Wird zu w nig Fullstoff in den Film gegeben. wird er fur hochmolekulare oder korpuskulare Bestandteiie 

60 durchlassig. V 

Unt r hochmolekularen Inhaltsstoffen w rden solche mit einem Mol-Gewicht von uber 50.000 ver- 
standen. 
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Geeignete Filmbildner sind bevorzugt organische Kunststoffe, wie Polyvinylester Polyvinylacetate 
Polyacrylester, Polymethacrylsaure. Polyacrylamide, Polyamide, Polystyrol, Mischpolymerisate z B von 
Butadien und Styrol oder von Maleinsaureester und Vinylacetat. jedoch konnen auch andere film- 
bildende. naturhche und synthetische organische Polymere sowie Mischungen derselben in Form von 
wassrigen Dispersionen, verwendet werden. 

Die Dispersionen lassen sich auf einer Unterlage zu einer gleichmaBigen Schicht verstreichen di 
nach dem Trocknen emen wasserlesten Film ergibt. Die trockenen Filme haben eine Dicke von 10 urn bis 
500 \im vorzugsweise von 30-200 ^.m. 

Ein besonderer Vorteil gegeniiber saugfahigen Papiereh besteht darin, daB solche Filme einfacher 
gleichmaBiger und reproduzierbarer gefertigt werden konnen. Der Film kahn mit der Unterlage als Trager 
zusammen verwendet werden oder fur die Nachweisreaktion von ihr abgezogen und bspw auf einen 
anderen Trager aufgebracht werden. Trager fur die Filme sind vorzugsweise Kunststoff-Folien Es konn n 
aber auch andere Folien, Papiere. Kunststoff-Tafeln, Glas. Metall usw. als Trager eingesetzt werden wenn 
es der Verwendungszweck verlangt. 
15 Die fur die Nachweisreaktion erforderlichen Reagenzien werden normalerweise direkt in die 
Dispersion gegeben. Sofern vorteilhaft, kann der gebildete Film aber mit ihnen auch impragniert werden 
Auch eine Vorimpragnierung der Fullstoffe mit den Reagenzien ist moglich. Die Verfahren lassen sich 
auch derart kombinieren. daB z.B. bestimmte Bestandteile in die Dispersion gegeben werden und ander 
auf den Film nachimpragniert werden. Dadurch laBt sich eine gewisse. raumliche Trennung der 
Bestandteile erre.chen. was zu stabileren oder reaktiveren Testen fuhren kann. Eine weitere Moglichkeit 
Rezepturbestandteile voneinander zu trennen, besteht darin, sie auf verschiedene Beschichtungsmasserl 
zu verteilen und diese in der optimalen Reihenfolge nacheinander zu beschichten. so daB ein 
Mehrschichten-System entsteht. 

S ? e ™ ?° ti . 9 ' Iassen sich Verdickungsmittel. Emulgatoren, Dispergiermittel. Pigmente. wie z.B. 

25 Titandioxid, Weichmacher, Netzmittel usw., zusetzen. 

Dispergiermittel, Emulgatoren und Verdickungsmittel dienen zum Herstellen und Stabilisieren der 
Dispersionen. Pigmente. wie z.B. Titandioxid, die identisch mit dem Fullstoff sein konnen, verbessern die 
Remissionseigenschaften von Filmen, indem sie fur moglichst geringe Transparenz und erhohte 

™ ?f n T^2 k o 'L™ s ° rsen \ Dies ist ins besondere dann von Vorteil. wenn die so erhaltenen 

30 diagnostischen Prufmittel remissionsphotometrisch ausgewertet werden sollen. Mit Weichmachern 
lassen sich die Eigenschaften der Filmbeschichtungsmassen sowie der Filme optimieren z B werden 
ihre Standfestigkeit. ihre Viskositat, ihre Haftung auf der zu beschichtenden Unterlage u.a. verbessert 
Netzmittel werden eingesetzt, urn eine bessere Benetzung des Films durch das Probengut zu erreichen' 

« f ' u u ".?" 9 |eich ^ eit| 9 auch Reaktionen katalysieren oder Rezepturen stabilisieren oder die Reaktions- 

35 farbe brillanter und kontrastreicher machen. 

Die hierin beschriebenen Filme werden vorzugsweise beim Nachweis der Inhaltsstoffe von Korp r- 
flussigkeiten. wie Harn. Blut, Serum und Speichel eingesetzt. konnen jedoch in geeigneter Modifizierunq 
auch in anderen waflngen Flussigkeiten wie Trinkwasser, Abwasseretc. und gegebenenfalls auch in 
organischen Losungsmitteln, in denen sie unldslich sind, eingesetzt werden. 
40 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein diagnostisches Mittel zum Nachweis von korpuskula- 
ren oder hochmolekularen Inhaltsstoffen von Flussigkeiten. wie es in den Anspriichen naher gekenn- 
zeicnnet ist. 

Die groBen Vorteile bestehen darin, daB der Film, der die bendtigten Reagenzien aufnimmt. auf den 
a* vorgesehenen Verwendungszweck gezielt eingestellt werden kann. indem man die besten geeigneten 
45 Filmbildner, Fullstoffe usw. auswahlt. Ein weiterer groBer Vorteil ergibt sich daraus. daB auf prazise 
Probendosierung verzichtet werden kann, weil der Film das Probenmaterial selbst dosiert. Der OberschuB 
wird emfach nach einer gewissen Einwirkungszeit abgewischt. 

Im folgenden werden einige Beispiele fur das erfindungsgemaBe Mittel gegeben. 

50 ' Beispiel 1 

Zur Herstellung eines Reagenzfilmes zum Nachweis von Cholesterin im Serum wird eine Dispersion 
folgender Zusammensetzung bereitet : H 

55 Cellulose 5 

Polyvinylpropionat-Dispersion (50 % in Wasser) 3 J? 

Methylhydroxypropyl-Ceiiulose 0D45 „ 

Titandioxid-Pulver \ \ 

Cholesterinesterase 1 u 

60 Cholesterinoxidase 80 q y 

Peroxidase 26 000 U 

Gallussaure £o032 g 
Erne Losung von 0,2 g 3,3' f 5 f 5'-Tetramethylbenzidin und 0,17 g 

Dioctylnatriumsulfosuccinat in 0,74 ml Aceton 1 m | 

65 Kaliumdihydrogen-Phosphat 0 049 g 
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Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat 0,167 g 

dest. Wasser 19,5 ml 

Die Mischung wird auf eine Polycarbonat-Folie in einer 300 jxm dicken Schicht aufgetragen und 
5 anschlieBend mit Warmluft getrocknet. Die so erhaltene Reagenzschicht ergab mit cholesterinhaltigen 
Seren in Abhangigkeit von der CH-Konzentration gut abgestufte, blaue Farbungen. 

Nach Justieren des mit einer linearen Skala versehenen Remissionsphotometers (Reflomat •) mit dem 
unbenutzten Teststreifen auf 0 Skalenteile und mit einer schwarzen Folie auf 100 Skalenteile erhait man 
fur die den Blaufarbungen entsprechenden Cholesterinkonzentrationen die folgenden MeBwerte : 

10 

0 mg 0 Skalenteile 

100 mg 6 Skalenteile 

200 mg 44 Skalenteile 

300 mg 66 Skalenteile 

15 400 mg 76 Skalenteile 

500 mg 83 Skalenteile 

600 mg 88 Skalenteile 

Schwa rze Kontrollfolie 100 Skalenteile 

20 Beispiei 2 

Fur einen Test zum Nachweis von Erythrozyten im Harn wurde zunachst ein Film aus folgender 
Mischung hergestellt : 

25 Polyvinylpropionat-Dispersion (50 % in Wasser) 50 g 

Kaolin 60 g 

Dioctylnatriumsulfosuccinat 2g 
dest. Wasser 140 ml 

30 Die Mischung wurde in einer 400 fxm starken Schicht auf eine Polycarbonat-Folie aufgetragen und 
anschlieBend mit Warmluft getrocknet. Der so erhaltene Film wird mit den unten aufgefuhrten Losungen I 
und II impragniert und nach jeder Impragnierung mit Warmluft getrocknet. 

Losung I 

35 

EDTA * Na 2 1 g 

Trinatriumcitrat * 2H 2 0 15,7 g 

Citronensaure • H 2 0 3,48 g 

Phosphorsauretrimorpholid - 3"0\5 g 
40 Benzo-lichtgelb 0,048 g 

dest. Wasser 190 ml 

Dazu werden 3,2 g 2,5-Dimethyl-2,5-dihydroperoxihexan in 60 ml Methanol gelost gegeben. 

45 Losung II 

3 t 3',5,5'-Tetramethylbenzidin * 0,56 g 

Dioctylnatriumsulfosuccinat 1,0 g 

Phenanthridin 1,4 g 

50 Phenylsemicarbazid 0,06 g 

Toluol 100 ml 

Methoxyethanol 10 ml 

Petrolether 90 ml 

55 Der so erhaltene Film ergibt mit erythrozytenhaltigen Harnen grune Farbungen. 

. Beispiei 3 

Fur den Nachweis von Hamoglobin in Blut wurde ein Reagenzfilm aus folgender Mischung 
60 hergestellt : 

Cellulose 20 g 

Polyvinylpropionat-Dispersion (50% in Wasser) * - 15 g 

Dioctylnatriumsulfosuccinat 0,3 g 

65 0,5 mol P0 4 -Puffer, PH = 7 75 mi 
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Die Mischung wurde in einer 200 p.m dicken Schicht auf eine Polyester-Folie aufgetragen und mit 
Warmluft getrocknet. 

LaBt man aus einer Verdunnungsreihe von Blut mit verschiedenem Hamogiobin-Gehalt jeweils 1 
Tropfen 1 Minute auf dem Test einwirken, so erhalt man nach Abwischen des Tropfens mit Watte 
5 abgestufte Farbungen. 

VermiBt man die entstandene Farbung der Teststreifen am Remissionsphotometer (PMQ3 von ZeiB) 
bei 540 nm, dann erhalt man in Abhangigkeit von der Hamoglobinkonzentration folgende MeBwerte : 


10 

g HB/1 

% R 


53 

46,1 


100 

38.8 


150 

317 

15 

201 

25,5 


Beispiel 4 

20 Zur Feststellung der Grenzen des Verfahrens wurde in einer zu Beispiel 3 analogen Mischung 
Filmoffner und Filmbildner variiert und Filme mit folgenden Eigenschaften erhalten : 


25 

Filmoffner/ 
Kieselgur 

Filmbildner 
Polyvinylpropionat 

Eigenschaften bei Reaktion mit den 
Erythrozyten im Blut 


0,5 

1 

Stabiier Film, Erythrozyten dringen nur 
an einigen Stellen ein. 

30 

1 

1 

Stabiier Film, gleichmaBige Reaktion 
des ganzen Films. 

35 

4 

1 

GleichmaBige Reaktion des ganzen 
Films, Filmmaterial wird beim Abwi- 
schen bereits teilweise abgeldst. 


Gips 

Polyvinylpropionat 


40 

3 

1 

Stabiier Film, geringfugige Anfarbung. 


4 bis 10 

1 

Stabiier Film, gleichmaBige, tiefe 
Anfarbung. 

45 

20 

1 

Bei geringem Druck abwischfester 


Film, gleichmaBige Anfarbung, Trop- 
fen « chromatographiert » am Rand. 


50 Anspriiche 

1. Diagnostiches Mittel zum Nachweis von Inhaltsstoffen von Flussigkeiten bestehend aus einem 
flussigkeitsbestandigen Film, der aus einer waBrigen Dispersion von filmbildenden organischen Kunst- 
stoffen hergestellt ist und dem die fur den Nachweis erforderlichen Reagenzien sowie Fullstoffe in Form 

55 unloslicher anorganischer oder organischer Partike[ einer GroBe zwischen 0,2 und 20 Mikrometern 
beigemischt sind, dadurch gekennzeichnet, daB zur Offnung des Films fur Inhaltsstoffe eines Moieku- 
largewichts von uber 50.000 sowie fur Inhaltsstoffe in Form von korpuskularen Bestandteilen das 
Gewichtsverhaltnis von Fullstoffmenge zur Kunststoffmenge im Bereich von 2:1 bis 20 : 1 iiegt. 

2. Diagnostisches Mittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS der Film auf einem Trager 
. 60 befestigt ist. 


Claims 

1. Diagnostic agent for the detection of component materials in liquids, consisting of a water- 
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resistant film which \s produced from an aqueous dispersion of film-forming organic synthetic resins and 
with which are admixed the reagents necessary for the detection, as well as filling materials in the form of 
insoluble inorganic or organic particles with a size of between 0.2 and 20 micrometers, characterised in 
that for the opening of the film for component materials with a molecular weight of over 50 000 as well as 
for component materials in the form of corpuscular components, the weight ratio of the amount of fillina 
material to the amount of synthetic resin lies in the range of from 2 : 1 to 20 : 1. 

2. Diagnostic agent according to claim 1, characterised in that the film is fixed on to a carrier 


10 Revendicatlons 


15 


1 . Agent de diagnostic pour la mise en evidence de composes constitutifs de liquides comprenant un 
film resistant aux liquides, fabrique a partir d'une dispersion aqueuse de matieres synthetiques 
orgamques filmogenes et a laquelle sont melanges les reactifs necessaires a la mise en evidence ainsi 
que des agents de charge sous la forme de particules minerales et organiques insolubles dont la taille est 
comprise entre 0,2 et 20 urn, caracterise en ce que pour rendre le film accessible aux composes 
constitutes dont le poids molecuiaire est superieur a 50.000 ainsi qu'aux composes constitutifs se 
trouvant sous la forme d'ingredients corpusculaires, le rapport en poids entre la quantity d'aqents de 
charge et la quantite de matieres synthetiques est compris entre 2/1 et 20/1. 
20 2. Agent de diagnostic selon la revendication 1 caracterise en ce que le film est fixe sur un support 
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